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Кратак садржај: Циљ рада је био да се утврди стабилност активности глутатион 
пероксидаза 1 и 3 током складиштења на температури +4 0C и -180C. Крв је узета 
од осам оваца, а активност ензима је одређивана у плазми (GPx3) и еритроцити-
ма (GPx1) првог, трећег, петог и седмог дана у узорцима чуваним на +4 0C и на-
кон једног и три месеца у узорцима чуваним на -180C. Активност GPx3 је током 
складиштења на овим температурама статистички значајно опала док је актив-
ност GPx1 остала иста након три месеца чувања на температури -180C. Резултати 
овог рада указују на то да се GPx3 мора одређивати у свежим узорцима плазме 
оваца, док се активност GPx1 еритроцита оваца може одређивати и након 3 ме-
сеца чувања на температури -180C.
Кључне речи: активност, глутатион пероксидаза (GPx), овце, селенопротеини
УВОД
Метаболизам селена је врло ком-
плексан јер је овај микроелемент за 
организам есенцијалан, али и потен-
цијално врло токсичан. Домаће и дивље 
животиње селен уносе преко хране. Са-
држај селена у хранивима биљног по-
рекла зависи од неколико фактора: хе-
мијског облика селена у земљишту, ко-
личине у земљишту, врсте биљке, као 
и фазе раста саме биљке. У свету је де-
финисано неколико селендефицит-
них подручја, а једно од њих је и део 
Балканског полуострва (Valčić и сар., 
2013).
* Рад је презентован на 22. Годишњем савјетовању доктора ветеринарске медицине 
Републике Српске (БиХ) са међународним учешћем
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Селен је есенцијални микроеле-
мент са многоструким и врло важним 
улогама у организму. Његове физио-
лошке улоге директно су повезане са 
функцијама протеина у чији састав се 
котранслаторно уграђује путем нети-
пичне аминокиселине селеноцистеи-
на. 
До сада је откривено 26 селенопро-
теина сисара, а само за неке од њих 
је позната физиолошка улога. Први 
протеин за који је доказано да у свом 
саставу има уграђен селеноцистеин је 
глутатион пероксидаза (GPx) (Rotruck 
и сар., 1973; Flohe и сар., 1973). До 
сада је идентификовано 5 изоензим-
ских форми GPx које редукују водо-
ник пероксид и органске хидроперок-
сиде, штитећи ћелије од оксидатив-
ног оштећења. Ова група селеноензи-
ма обухвата цитосолну глутатион пе-
роксидазу (GPx1), гастроинтестиналну 
глутатион пероксидазу (GPx2), плаз-
матску (екстрацелуларну) глутатион 
пероксидазу (GPx3), фосфолипид хи-
дропероксид глутатион пероксидазу 
(GPx4) и новооткривену глутатион пе-
роксидазу 6 из олфакторног епитела и 
ембрионалног ткива. 
Постоје строги механизми регула-
ције нивоа селена неопходног за опти-
малну експресију свих селенопротеи-
на. Синтеза селенопротеина је регули-
сана нивоом селена у храни, али зави-
си и од ткива и од тога који је селено-
протеин у питању. Није јасно на који 
начин ћелије и ткива дају приоритет за 
његову уградњу у одређене селенопро-
теине.
Глутатион пероксидаза 1 (GPx1) ва-
жан је ензим цитоплазме који редукује 
водоник пероксид и пероксиде слобод-
них масних киселина и тиме смањује 
могућност оштећења ћелије услед ок-
сидативног стреса. Врло је осетљива на 
промене статуса селена, при чему код 
селендефицитних јединки пада ниво 
информационе iRNK и самог протеи-
на. С обзиром на то да је глутатион пе-
роксидаза селеноензим и да њена ак-
тивност до извесне границе линеар-
но зависи од количине селена у хра-
ни, активност овог ензима може бити 
добар показатељ статуса селена у ор-
ганизму. Осим тога, GPx1 еритроцита 
представља добар параметар за проце-
ну статуса селена јединки у дужем вре-
менском периоду, јер се ензим синте-
тише само у периоду еритропоезе. 
Глутатион пероксидаза 3 (GPx3) је-
дини је ензим из фамилије глутатион 
пероксидаза који се лучи у међућелиј-
ски простор. Супстрат за овај ензим 
су водоник пероксид, хидропероксиди 
масних киселина, фосфолипидни хи-
дропероксиди, а има значајну улогу у 
антиоксидативним процесима у крвној 
плазми (Brigelius-Flohe, 1999). Глав-
ни извор екстрацелуларне GPx3 су бу-
брези, а синтетишу је епителне ћелије 
проксималних тубула нефрона и па-
риеталне ћелије Боуманове капсуле 
(Yoshimura и сар., 1991). Како актив-
ност овог ензима опада и до 99% у слу-
чају дефицита селена, и GPx3 се широ-
ко користи у процени статуса селена. 
Такође, активност овог ензима се кори-
сти за процену статуса селена у краћем 
временском периоду јер ћелије које 
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синтетишу овај ензим врло брзо обу-
стављају синтезу у условима дефицита.
Дакле, активности GPx1 и GPx3 
представљају одличне биомаркере за 
процену статуса селена. Међутим, не-
када је немогуће одређивање њихове 
активности у свеже узетим узорцима 
крви, нарочито ако јединке потичу са 
различитих локалитета. Зато смо сма-
трали да је неопходно утврдити адек-
ватан начин чувања узорака до одређи-
вања активности.
МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ
У циљу испитивања активности GPx 
из крвне плазме (GPx3) и цитосола 
еритроцита (GPx1) коришћена је крв 
узета венепункцијом v. jugularиs ovaca. 
Крв је узета од осам оваца, оба пола, а 
јединке су држане у фармским усло-
вима. Као антикоагулационо средство 
коришћен је хепарин (12 IU/mL крви). 
Крв је центрифугована у трајању од 
15 минута на 1000 x г, како би се из-
двојила крвна плазма. Након одвајања 
крвне плазме, еритроцити су испира-
ни физиолошким раствором и центри-
фугирани 3 пута. Узорци крвне плаз-
ме и узорци еритроцита су чувани на 
температури +4 0C током седам дана и 
на -18 0C током три месеца. Активност 
глутатион пероксидаза (GPx1 и GPx3) 
мерена је првог, трећег, петог и седмог 
дана након стајања на температури +4 
0C, као и месец дана и три месеца на-
кон чувања на -18 0C.
Одређивање активности глутатион 
пероксидазе 
Активност цитосолне глутатион пе-
роксидазе (GPx1) и глутатион перок-
сидазе крвне плазме (GPx3) одређива-
на је методом по Günzler и сар. (1974) 
на спектрофотометру Cecil 2000, са 
воденим купатилом и термостатом који 
је одржавао константну температуру 
од 37 оC. Принцип овог мерења 
заснован је на спектрофотометријском 
регистровању потрошње NADPH у 
куплованом ензимском систему. 
Састав, као и коначне концентра-
ције реагенаса, приказани су у табели 
1.
Табела 1. Састав реагенаса који су коришћени за спектрофотометријско од-
ређивање активности GPx 
Реа е си а ре и а о а а ко це раци а
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 Статистичка обрада података 
 РЕЗУЛТАТИ
За статистичку обраду података ко-
ришћени су програми MS Excel 2007 
и GraphPadPrism5. Резултати су при-
казани коришћењем параметара дес-
криптивне статистике (Xср, СД и КВ). 
Статистичка значајност разлике до-
бијених вредности између поједи-
них група одређивана је Студентовим 
т-тестом, за нивое значајности p<0,05, 
p<0,01 и p<0,001.
Одређивањем активности GPx3 крв-
не плазме оваца, већ трећег дана на-
кон чувања на температури од 4 оC 
утврђен је статистички значајан пад 
активности, што је приказано у табели 
2. Чување узорака крвне плазме на 
температури -18 оC, довело је након 
месец дана до статистички значајног 
пада активности овог ензима, а након 
3 месеца у узорцима није забележена 
активност (Табела 4).
Табела 2. Активност GPx3 из плазме оваца након 1,3,5 и 7 дана чувања на тем-
ператури +4 оC (µKat)
а и
1 3 5 7
ср 5,57 1,39 0,89 0,55
** p<0,01 у односу на активност одређену 1. дана
Xср – аритметичка средина
СД – стандардна девијација
КВ – коефицијент варијације
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Активност цитосолне GPx1 у ери-
троцитима, при чувању на +4 оC, рас-
ла је током времена и на почетку по-
сматраног периода износила је 1370 
µKat, a након седам дана 2370 µKat 
(Табела 3). При чувању на -18 оC, током 
посматраног периода од три месеца, 
активност се није статистички значајно 
мењала (Табела 4).
Табела 3. Активност GPx1 из еритроцита оваца након 1,3,5 и 7 дана након чу-
вања на температури +4 оC (µKat) 
а и
1 3 5 7
ср 1369 1771 1863 2369
** p<0,01
Xср – аритметичка средина
СД – стандардна девијација
КВ – коефицијент варијације
Табела 4. Активност GPx3 крвне плазме и GPx1 из еритроцита оваца након 1 
и 3 месеца чувања на -18 oC (µKat) 
 есец  есеца  есец  есеца
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ДИСКУСИЈА И ЗАКЉУЧАК
 Одређивање активности ензи-
ма глутатион пероксидаза значајно је 
ради процене статуса селена јединки, 
што је од посебног значаја код једин-
ки које се екстензивно гаје, а нарочито 
у подручјима која су сиромашна селе-
ном, као што су неке области Балкан-
ског полуострва (Валчић и сар). Узор-
ковање материјала ради испитивања 
активности овог ензима често обухва-
та вишемесечни период, са немогућно-
шћу одређивања ензимске активности 
одмах након узорковања, као ни одмах 
по пријему узорака у лабораторију. За 
чување биолошког материјала могу 
се користити различите температуре. 
Успешност чувања зависиће од неко-
лико фактора као што су температура 
складиштења, врста биолошког мате-
ријала и природа супстанце која се ис-
питује. Снижене температуре користе 
се и за складиштење узорака у којима 
се након одређеног времена може ис-
питивати активност ензима. Циљ овог 
рада био је да се утврди да ли се јавља 
промена активности GPx3 и GPx1 у 
току складиштења крвне плазме и ери-
троцита оваца на температури од +4°C 
током недељу дана, као и након једног 
и три месеца на температури -18°C. 
Активност GPx3 код оваца драматич-
но је опала већ након 3 дана. Мало је 
резултата са којима бисмо упоредили 
наше резултате. Студије су углавном 
рађене на хуманом материјалу. Тако, 
активност GPx3 из хумане плазме опа-
да тек након 8. дана (Ogunro i sar., 
2010). Више аутора наводи да актив-
ност GPx1 опада тек након 7 дана скла-
диштења (Deuhim и сар., 2014; Marjani 
и сар., 2007; Aslan и сар., 1997; Jozwik 
и сар., 1997). Према нашим резултати-
ма активност глутатион пероксидазе 
у еритроцитима оваца (GPx1) не опа-
да значајно у току првих 7 дана скла-
диштења, штавише, у нашим узорцима 
се током чувања повећала активност 
GPx1, што је у складу са резултатима 
Harapin и сар., (2008). Kако испране 
еритроците нисмо одмах након испи-
рања аликвотирали, већ смо их остави-
ли у епруветама из којих смо свака два 
дана узимали узорак за испитивање, 
могуће да је ова појава последица тало-
жења еритроцита током чувања те да је 
у каснијим испитивањима истих узора-
ка било више еритроцита у истој запре-
мини узорка, а самим тим и више ензи-
ма. Shepard и Millar (1981) су добили 
пад активности у хемолизатима ери-
троцита током чувања на +4°C, док је у 
узорцима еритроцита активност порас-
ла, те су наши резултати у том смислу 
у складу са наведеним резултатима. И 
замрзавање на температуру -18°C раз-
личито је деловало на активност GPx3 
и GPx1. Тако се активност GPx1 очува-
ла и након три месеца складиштења, 
док је активност GPx3 након истог пе-
риода била немерљива. Harapin и сар. 
(2008) препоручују да се активност пе-
роксидаза одређује у свежим узорци-
ма, најкасније након два дана или да се 
чувају на температури -18°C. На осно-
ву изведених испитивања може се до-
нети закључак да активност GPx3 из 
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плазме оваца значајно опада у току 
чувања на +4 ºC у току 7 дана, те се 
мора одређивати у току првих 24 сата 
од вађења крви. Узорке еритроцита би 
требало одмах аликвотирати на тачно 
одређену запремину која би се након 
чувања цела употребила за испитивање 
активности ензима. На овај начин би се 
избегао утицај таложења еритроцита.
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Abstract: The aim of the study was to determine the stability of the activity of 
glutathione peroxidases 1 and 3 during storage at +40C and -180C. Blood samples 
were taken from eight sheep and the activity of the enzyme was determined in the 
plasma (GPx3) and erythrocytes (GPx1) on the first, third, fifth and seventh day in 
samples stored at +40C and after one and three months in samples stored at -180C. 
GPx3 activity decreased significantly during storage at both temperatures, while 
GPx1 remained steady even after three months of storage at -180C. Obtained results 
indicate that GPx3 activity has to be determined in fresh sheep plasma samples, 
while the activity of sheep erythrocyte GPx1 can be determined even after 3 months 
of storage at -180C.
Key words: activity, glutathione peroxidase (GPx), sheep, selenoproteins
INTRODUCTION
Selenium metabolism is very complex 
because this microelement is essential 
for the organism but at the same time 
potentially very toxic. Domestic and 
wild animals take selenium through 
food. The level of selenium in plant 
nutrients depends on several factors: 
the chemical form of selenium in the 
soil, the quantities in the soil, the plant 
species and the growth stage of the plant 
itself. Several selenium-deficient areas 
have been defined in the world, and one 
of them is part of the Balkan Peninsula 
(Valčić et al., 2013).
* Work is presented on the 22nd Annual Counselling of Doctors of Veterinary Medicine of 
Republic of Srpska (Bosnia and Herzegovina) With International Participation
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Selenium is an essential microelement 
with multiple and very important roles 
in the body. Its physiological roles are 
directly related to the functions of the 
protein and it is incorporated in protein 
composition through atypical amino 
acid of selenocysteine.
26 selenoproteins have so far been 
identified in mammals and their 
physiological function is known only for 
some of them. The first protein that has 
been proven to have selenocysteine  in its 
composition is glutathione peroxidase 
(GPx) (Rotruck et al., 1973; Flohe et al., 
1973). So far, 5 isoenzymatic GPx formats 
have been identified that reduce hydrogen 
peroxide and organic hydroperoxes, 
protecting cells from oxidative damage. 
This group of selenoenzymes includes 
cytosolic glutathione peroxidase (GPx1), 
gastrointestinal glutathione peroxidase 
(GPx2), plasma (extracellular) 
glutathione peroxidase (GPx3), 
phospholipid glutathione peroxidase 
(GPx4) and new-found glutathione 
peroxidase 6 from olfactory epithelium 
and embryonic tissue.
There are strict mechanisms 
for regulation of selenium levels 
necessary for optimum expression of 
all selenoproteins. The selenoprotein 
synthesis is regulated by the level of 
selenium in the food, but it also depends 
on the tissue and the type of selenoprotein. 
It is not clear how the cells and tissues 
give priority to its incorporation into 
certain selenoproteins.
Glutathione peroxidase 1 (GPx1) 
is an important cytoplasmic enzyme 
that reduces hydrogen peroxide and 
peroxides of free fatty acids, diminishing 
the possibility of damage to the cell due 
to oxidative stress. It is very sensitive to 
changes in selenium status and the level 
of informational iRNA and the protein 
itself decreases in individuals with selen 
deficiency. Since glutathione peroxidase 
is seleno-enzyme and its activity to a 
certain extent linearly depends on the 
amount of selenium in the food, the 
activity of this enzyme can be a good 
indicator of the status of selenium in the 
body. In addition, GPx1 erythrocyte is a 
good parameter for assessing the status 
of selenium for a longer period of time 
because the enzyme is synthesized only 
during the erythropoiesis.
Glutathione peroxidase 3 (GPx3) 
is the only enzyme in the glutathione 
peroxidase family that secretes into 
the intercellular space. Hydrogen 
peroxide, hydroperoxides of fatty 
acids, phospholipid hydroperoxides are 
substrates for this enzyme are, and it 
plays a significant role in antioxidative 
processes in the blood plasma (Brigelius-
Flohe, 1999). The main source of 
extracellular GPx3 are kidneys, and 
the epithelial cells of proximal tubules 
of nephron and parietal cells of the 
Bouman capsule (Yoshimura et al., 
1991) are synthesized. As the activity of 
this enzyme decreases to 99% in the case 
of selenium deficiency, GPx3 is widely 
used in the evaluation of selenium 
status. Also, the activity of this enzyme 
is used to evaluate selenium status over 
a short period of time because the cells 
synthesizing this enzyme very quickly 
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stop the synthesis in the conditions of 
the deficit.
Therefore, GPx1 and GPx3 activities 
are excellent biomarkers for assessing 
the status of selenium. However, it is 
sometimes impossible to determine their 
activity in newly sampled blood samples, 
especially if individuals originate 
from different locality. Therefore we 
considered it necessary to establish an 
adequate way of storing samples until 
determining the activity.
In order to investigate the activity 
of GPx from blood plasma (GPx3) and 
erythrocyte cytosol (GPx1), blood was 
taken by venipuncture of v. jugularis 
sheep. The blood was taken from eight 
sheep, both sexes, and they were kept 
under farm conditions. Heparin (12 IU / 
ml blood) was used as an anticoagulation 
agent. The blood was centrifuged for 
15 minutes on 1000 x g to separate 
blood plasma. After separation of blood 
plasma, the erythrocytes were washed 
with a physiological solution and 
centrifuged for 3 times. Blood plasma 
samples and erythrocyte samples were 
stored at +4 0C for seven days and at 
-18 0C for three months. The activity 
of glutathione peroxidase (GPx1 and 
GPx3) was measured on the first, third, 
fifth and seventh days after storage at a 
temperature of +4 0C, and again after a 
month and three months storage at -18 
0C.
Determination of glutathione 
peroxidase activity
The activity of cytosolic glutathione 
peroxidase (GPx1) and glutathione 
peroxidase of blood plasma (GPx3) was 
determined by the method according 
to Günzler et al. (1974) on the Cecil 
2000 spectrophotometer, with a water 
bath and a thermostat that maintained 
a constant temperature of 37 oC. The 
principle of this measurement is based 
on the spectrophotometric registering 
of NADPH consumption in the coupled 
enzymatic system.
The composition as well as the final 
reagent concentrations are shown in 
Table 1.
MATERIAL AND METHODS
Table 1. Composition of reagents used for spectrophotometric determination of 
GPx activity
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By determination of GPx3 blood 
plasma activity of the sheep, on the third 
day after storage at a temperature of 
4 oC, a statistically significant decline 
in activity was determined as shown in 
Table 2. The storage of blood plasma 
samples at -18 oC led to a statistically 
significant enzyme activity decline, and 
after 3 months no activity was recorded 
in the samples (Table 4).
   





For statistical data processing, 
MS Excel 2007 and GraphPadPrism5 
programs were used. The results are 
presented using the descriptive statistics 
parameters (Xsr, SD and KV). The 
statistical significance of the difference 
in the obtained values  between individual 
groups was determined by Student’s 
t-test, for levels of significance p <0.05, 
p <0.01, and p <0.001.
 
RESULTS
Table 2. Activity of GPx3 from sheep plasma after 1,3,5 and 7 days of storage at 
+4 oC (µKat)
1 3 5 7
Xm±SD 5,57 1,39 0,89 0,55
CV
** p<0,01 in relation to activity determined on Day 1
Xm- arithmetic mean
SD- standard deviation
CV- coefficient of variation
The activity of cytosolic GPx1 in 
erythrocytes during storage at +4 oC 
increased over time and at the beginning 
of the observed period it was 1370 µKat, 
and after seven days 2370 µKat (Table 
3). For storage at -18 oC, during the 
observed period of three months, there 
was not statistically significant change 
in activity (Table 4).
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Table 3. Activity of GPx1 from sheep erythrocytes after 1,3,5 and 7 days after 
storage at +4 oC temperature (µKat)
1 3 5 7





CV- coefficient of variation
Table 4. Activity of GPx3 blood plasma and GPx1 from sheep erythrocyte after 1 
and 3 months of storage at -18 oC (µKat)
GPx3 GPx1
1month 3 months 1 month 3 мonths
Xm±SD 2,69±1,14 / 1388±337 1334±141




CV- coefficient of variation
DISCUSSION AND CONCLUSION
Determination of the activity of 
glutathione peroxidase enzyme is 
important for assessing the status of 
selenium in individuals, which is of 
particular importance to individuals who 
are extensively cultivated, and especially 
in areas that are poor in selenium, such 
as some areas of the Balkan Peninsula 
(Valčić and sar). Sampling of materials 
to investigate the activity of this enzyme 
often involves a period of several months, 
with the impossibility of determining 
the enzymatic activity immediately 
after sampling, or immediately after 
storaging the samples in the laboratory. 
Different temperatures can be used for 
storing biological material. The storage 
efficiency will depend on several factors, 
such as storage temperature, the type 
of biological material and the nature 
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of the substance to be tested. Reduced 
temperatures are also used for the 
storage of samples in which enzyme 
activity can be investigated after a 
certain time. The aim of this paper was 
to determine if there is a change in the 
activity of GPx3 and GPx1 during storage 
of blood plasma and erythrocytes of 
sheep at a temperature of + 4 ° C for a 
week, and after one and three months at 
a temperature of -18 ° C. The activity of 
GPx3 in sheep has dropped dramatically 
after 3 days. There are few results to be 
compared to our results. Studies were 
mainly done on human material. The 
activity of GPx3 from human plasma 
decreases only after 8 days (Ogunro et al., 
2010). Several authors state that GPx1 
activity declines after 7 days of storage 
(Deuhim et al., 2014; Marjani et al., 2007; 
Aslan et al., 1997; Jozwik et al., 1997). 
According to our results, the activity 
of glutathione peroxidase in sheep 
erythrocytes (GPx1) does not decline 
significantly during the first 7 days of 
storage, moreover, in our samples, the 
activity of GPx1 increased in accordance 
with the results of Harapin et al. (2008). 
As we didn’t aliquot the erythrocytes 
immediately after rinsing, but we left 
them in the tubes from which we took 
a sample every two days, it is possible 
that this phenomenon is a consequence 
of the erythrocyte sedimentation during 
storage, and that in subsequent studies 
of the same samples there would be  more 
erythrocytes in the same volume sample, 
and therefore more enzymes. Shepard 
and Millar (1981) had a decrease in 
activity in erythrocyte hemolytes during 
storage at + 4 ° C, while the erythrocyte 
activity increased, and our results in 
this respect are consistent with their 
results. Freezing to -18 ° C affected the 
activity of GPx3 and GPx1 differently. 
GPx1 activity was maintained after 
three months of storage while GPx3 
activity after the same period was 
immeasurable. Harapin et al. (2008) 
recommend that the peroxidase activity 
should  be determined in fresh samples, 
after two days at the latest or at a storage 
temperature of -18 ° C. Based on the 
performed studies, it can be concluded 
that the activity of GPx3 from sheep 
plasma significantly decreases during 
storage at +4 ºC for 7 days and must 
be determined within the first 24 hours 
of blood extraction. The erythrocyte 
samples should be instantly aliquotted 
to a precisely determined volume that 
would be used for the enzyme activity 
after storage. In this way, the effect of 
sedimentation of erythrocytes will be 
avoided.
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